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Temática: Produção vegetal 
Resumo 
A antracnose, causada pelo Colletotrichum orbiculare, caracteriza-se como uma das principais doenças na cultura do pepino. Para o controle desta normalmente usam-se fungicidas sintéticos que podem deixar efeito residual, podem causar fitotoxidez na cultura e até mesmo criar resistência no patógeno. Portanto, tem-se lançado mão do uso de controle biológico com leveduras devido sua habilidade em colonizar tecidos doentes prejudicando o desenvolvimento de fitopatógenos. O objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade dos exsudatos de leveduras reduzirem a germinação de esporos de Colletotrichum orbiculare. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizados, contendo seis tratamentos e quatro repetições, na qual, cada gerbox continha quatro lâminas de microscópio óptico, sendo cada lâmina uma repetição. Foi posto sobre as mesmas meio ágar-água 1%, 30 µL de suspenção de conídios do patógeno e 30 µL de exsudatos de leveduras. Após 12 horas foi adicionado azul algodão de lactofenol à placa e realizado a contagem de 100 conídios em microscópio óptico. As leveduras testadas foram Candida albicans (AH 05-3), Pichia guilliermondii (AH 16-2), Rhodotorula glutinis (AH 14-3), Saccharomyces cerevisiae, e Zygoascus hellenicus (AH 14-1). Os dados foram submetidos a análise de variância e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de significância. Observou-se que o maior percentual de redução da germinação in vitro do patógeno Colletotrichum orbiculare foi com a levedura Zygoascus hellenicus (AH 14-1).
Palavras Chave: Antracnose, Controle biológico, Cucumis sativus.
Introdução
O pepino (Cucumis sativus) tem grande importância econômica e social dentro do agronegócio brasileiro de hortaliças. Sua produção anual no país ultrapassa 200.000 t (Carvalho et al., 2013).
Entretanto, esta produção pode ser prejudicada com perdas significativas, assim como redução da qualidade dos frutos pelo ataque de doenças como a antracnose.
A severidade do ataque por Colletotrichum lagenarium, agente causal da antracnose, torna-se maior em temperaturas amenas a quente e épocas chuvosas. Segundo Agrios (1997), citado por Sussel (2005), as perdas podem chegar até 100 % se não houver controle correto.
O controle mais usual para doenças como a antracnose são fungicidas que são amplamente utilizados, e nem sempre de modo e dosagem corretos, causando efeitos nocivos ao meio ambiente devido sua alta toxidez. Diante disto, o uso de um método alternativo como o controle biológico é preferível pois não deixa efeito residual e não criam resistência no patógeno.

O controle biológico de doenças pode ser definido como a redução de inóculo ou das atividades determinantes da doença, realizado através de um ou mais microrganismos por meio de diversos mecanismo como a antibiose, a competição, o parasitismo e a pré-imunização (Bedendo et al., 2011).
De acordo com Chen et al. (2016) citado por Heling (2016), o controle biológico com uso de antagonistas microbianos trata-se um tratamento favorável a redução do uso de químicos e com baixo impacto ambiental, dessa forma, alguns microrganismos antagonistas têm sido identificados como promissores agentes de controle biológico, como por exemplo as leveduras.
As leveduras destacam-se por possuir a habilidade de competir por espaço, colonizando tecidos feridos e consumindo os nutrientes disponíveis no fitoplano da folha mais rapidamente que os fitopatógenos, reduzindo as condições de desenvolvimento destes e consequentemente a doença (Dobry et al., 2009).
 Diante disso, o presente trabalho objetiva avaliar a capacidade dos exsudatos de leveduras reduzirem a germinação de esporos de Colletotrichum orbiculare.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratório de Fitopatologia da Universidade Estadual do Oeste do Paraná, localizada no município de Marechal Cândido Rondon, Oeste do Paraná. A área está localizada nas coordenadas geográficas: latitude 24˚33’15”S, longitude 54˚02’77”W e altitude 419 m.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizados (DIC), contendo seis tratamentos e quatro repetições, na qual, cada gerbox continha quatro lâminas de microscópio óptico sendo cada lâmina uma repetição.

As leveduras testadas foram Candida albicans (AH 05-3), Pichia guilliermondii (AH 16-2), Rhodotorula 
glutinis (AH 14-3), Saccharomyces cerevisiae, e Zygoascus hellenicus (AH 14-1), foram obtidas da coleção de leveduras do Laboratório de Fitopatologia da Universidade Estadual do Oeste do Paraná, Campus de Marechal Cândido Rondon, preservados em tubos de ensaio contendo ágar-GYMP, cobertos com óleo mineral estéril e mantidos em geladeira. Estas, foram cultivadas em meio YEPG líquido sob agitação (150 rpm) por sete dias a 25 °C e fotoperíodo de 12 horas. Após centrifugou-se em 290g por 5 minutos, tendo sido retirado o sobrenadante e esterilizado por filtração com auxílio de filtro de membrana (poro de 0,22 µm acoplável a seringa) e transferido para tubos tipo falcon estéreis de 15 mL e armazenados em geladeira.
Para o teste de germinação de conídios do patógeno, foi seguido o método proposto por Stefanello (2015), sendo utilizadas lâminas de microscópio óptico no qual foi posto sobre as mesmas meio ágar-água 1%, em seguida foi depositado com o auxílio de uma micropipeta 30 µL de suspenção de conídios do patógeno ajustada na câmara de Neubauer para 1 x 106 mL-1, posteriormente, foi depositado 30 µL de exsudatos de leveduras. 

As lâminas foram acondicionadas em caixas de gerbox contendo no fundo papel filtro embebecido com água para manter a umidade, as caixas foram mantidas em temperatura ambiente por 12 horas, após esse período foi adicionado o corante azul algodão de lactofenol para cessar o crescimento do tubo germinativo e corar as estruturas fúngicas. Sendo realizado em sequência a contagem de até 100 conídios em microscópio óptico, no qual foi considerado conídio germinado aquele cujo tubo germinativo apresentava o dobro do seu tamanho. 
Os dados obtidos foram tabulados, e posteriormente foram submetidos a análise de variância. As médias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de significância.
Resultados e Discussão
Os exsudatos das leveduras foram utilizados para testar o potencial de inibição da germinação de esporos do Colletotricum orbiculare. Os resultados são apresentados a seguir na Tabela 1.
Tabela 1 – Quantidade de esporos germinados e porcentagem de redução da germinação pelo exsudato de leveduras .
	TRATAMENTO
	Esporo germinado
	% Redução germinação

	Zygoascus hellenicus (AH 14-1)
	83,50 A
	11,41%

	Saccharomyces cerevisiae
	87,25 AB
	7,43%

	Candida albicans (AH 05-3)
	88,75 AB
	5,84%

	Pichia guilliermondii (AH 16-2)
	90,00 AB
	4,51%

	Rhodotorula glutinis (AH 14-3)
	93,25 B
	1,06%

	Testemunha
	94,25 B
	0%

	Média
	89,5
	-

	C.V. (%)
	4,30
	-


*Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem estatisticamente entre sí.

A levedura que que apresentou a maior inibição da germinação de esporos foi a Zygoascus hellenicus (AH 14-1), com 11,41 % de redução. Porém, não diferencia-se de Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans (AH 05-3) e Pichia guilliermondii (AH 16-2).

Neste trabalho a levedura Pichia guilliermondi reduziu 4,51% a germinação de esporos de Colletotrichum orbiculare. Widyastuti (2008) afirma que a interação física desta com o patógeno causador da podridão da macieira (Penicillum expansum) poderia contribuir para o mecanismo de antagonismo do isolado de levedura na supressão do patógeno. O trabalho foi realizado atraves da co-cultura do patógeno e da levedura por 24h em ágar dextrose de batata. 

 
Pode-se observar atraves da microscopia de luz na co-cultura  que as células de levedura se fixaram firmemente nas hifas fúngicas, além disso, as hifas apresentavam anormalidades em sua estrutura e organelas. 
A Saccaromyces cerevisiae promoveu uma redução de 7,43 % da germinação de esporos, diferentemente do trabalho de Bonaldo (2005), onde a germinação de esporos foi favorecida em 100%, além da formação de apressórios. Pode-se observar ainda, que com a concentração original de carboidratos presente na levedura, o crescimento do tubo germinativo era dez vezes maior que o tamanho do esporo, e somente quando esta quantia de carboidratos era reduzida a 2,23 à 3,57 mg de carboidratos 0,1 g-1 de levedura é que esses tubos germinativos reduziam a duas vezes o tamanho do esporo.

Portanto, a redução da germinação de esporos é de fundamental importância pois implica na redução da severidade e disseminação dos patógenos referidos a campo. Isso ocorre devido ao menor número de ciclos secundários realizados pelo patógeno, retardando a velocidade da epidemia e consequentemente evitando um provável impacto na produção (Amorim et al. 2011).
Conclusão
Observou-se que o maior percentual de redução da germinação in vitro do patógeno Colletotrichum orbiculare foi com a levedura Zygoascus hellenicus (AH 14-1).
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